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Expression von Fungi zid-bindenden Polypeptiden in Pflanzen zur 
Erzeugung von Fungizidtoleranz 

5 

Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung 
von f ungizidtoleranten Pflanzen durch Expression eines exogenen 
10 Fungi zid-bindenden Polypeptides in Pflanzen oder Pf lanzenteilen . 
Die Erfindung betrifft weiterhin die Verwendung der entsprechen- 
den Nukleinsauren codierend fiir ein Polypeptide einen Antikorper 
Oder Teilen eines Antikorper s mit Fungiz id-bindenden Eigenschaf- 
ten in transgenen Pflanzen und die auf diese Weise transf ormierte 
Pflanze selbst. 

Es ist bekannt, daB mit Hilfe von gentechnischen Verfahren ge- 
zielt Fremdgene in das Genom einer Pflanze iibertragen werden kon- 
nen. Dieser ProzeB wird als Transformation und die resul tierenden 

20 Pflanzen werden als transgene Pflanzen bezeichnet. Transgene 

Pflanzen werden derzeit in unterschiedlichen biotechnologischen 
Bereichen eingesetzt. Beispiele sind insektenresistente Pflanzen 
(Vaek et al. Plant Cell 5 (1987), 159-169), virusresistente 
Pflanzen (Powell et al . Science 232 (1986), 738-743) und ozonre- 

25 sistente Pflanzen (Van Camp et al . BioTech. 12 (1994), 165-168). 
Beispiele fiir gentechnisch erzielte Quali tatssteigerungen sind: 
Erhohung der Haltbarkeit von Friichten (Oeller et al. Science 2 54 
(1991), 437-439), Erhohung der S tarkeproduktion in Kartof f elknol - 
len (Stark et al . Science 242 (1992), 419), Veranderung der 

30 Starke- (Visser et al. Mol. Gen. Genet. 225 (1991), 289-296) und 
Lipidzusammensetzung (Voelker et al . Science 257 (1992), 72-74) 
und Produktion pf lanzenf remder Polymere (Poirer et al. Science 
256 (1992), 520-523). 

Ein wichtiges Ziel der pf lanzenmolekulargenetischen Arbeiten ist 
die Erzeugung von Herbizidtoleranz . Die Herbizidtoleranz ist ge- 
kennzeichnet durch eine in Art Oder Hohe gesteigerte Vertraglich- 
keit der Pflanze oder von Pf lanzenteilen gegenuber dem applizier- 
ten Herbizid. Diese kann auf verschiedene Arten bewerkstelligt 
werden. Die bekannten Methoden sind die Nutzung eines Metabolis- 
musgens wie z.B. des pat-Gens im Zusammenhang mit der Glufosinat- 
Resistenz (WO 8705629) oder eines gegenuber dem Herbizid resi- 
stenten Zielenzym wie im Falle der Enolpyruvylshiki - 
mat-3-Phosphat-Synthase (WO 9204449) , die resistent ist gegen 
Glyphosat , sowie die Verwendung eines Herbizids in Zell- und Ge- 
webekultur zur Selektion toleranter Pf lanzenzellen und daraus re- 
sultierender resis tenter Pflanzen wie bei Acetyl CoA Carboxylase 
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Hemmstoffen beschrieben (US 5162602, US 5290696). 



Antikorper sind Proteine als Bestandteil des Immunsys terns . Allen 
Antikorpern gemeinsam ist ihre raumliche, globulare Struktur, der 
Aufbau aus leichter und schwerer Kette sowie ihre prinzipielle 
Fahigkeit, Molekule Oder Teile einer Molekuls truktur mit hoher 
Spezifitat binden zu konnen (Alberts et al,, in: Molekularbiolo- 
gie der Zelle, 2, Auflage 1990, VCH Verlag, ISBN 3-527-27983-0, 
1198-1237) . Aufgrund dieser Eigenschaf ten vmrden Antikorper fiir 
vielfaltige Aufgaben genutzt. Man unterscheidet dabei die Anwen- 
dung der Antikorper im tierischen und menschlichen Organismen, 
die sie produzieren, die sogenannte in-situ Anwendungen und die 
ex-situ Anwendungen, d,h. die Nutzung der Antikorper nach Isolie- 
rung aus den produzierenden Zellen oder Organismen (Whitelam und 
CocJcburn, TIPS Vol.1 , 8 (1996), 268-272). 



Die Verwendung hybrider somatischer Zellinien (Hybridomas) als 
Quelle fiir Antikorper gegen ganz bestimmte Antigene geht auf Ar- 
beiten von Kohler und Milstein zuriick (Nature 256 (1975) 495-97). 

20 

Nach diesem Verfahren lassen sich sogenannte monoklonalen Anti- 
korper herstellen, die eine einheitliche Struktur besitzen und 
durch Zellfusion erzeugt werden. Dabei werden Milzzellen einer 
immunisierten Maus mit Zellen eines Mausmyeloms fusioniert. So 
entstehen Hybridomazellen, die sich unbegrenzt vermehren. Gleich- 

2 5 

zeitig sezernieren die Zellen spezifische Antikorper gegen das 
Antigen, mit dem die Maus immunisiert worden war. Die Milzzellen 
lief em die Fahigkeit zur Antikorperproduktion, wahrend die Mye- 
lomzellen die unbegrenzte Wachstumsf ahigkei t und die kontinuier- 
liche Antikorpersekretion beisteuern. Da jede Hybridomazelle sich 

3 0 

als Klon von einer einzigen B-Zelle ableitet, besitzen alle er- 
zeugten Antikorpermolekule dieselbe Struktur einschlieBlich der 
Antigenbindungsstelle. Diese Methode hat die Anwendung von Anti- 
korpern stark gefordert, da jetzt Antikorper mit einer einzigen, 
bekannten Spezifitat und einer homogenen Struktur unbegrenzt zur 
Verfugung stehen. Monoklonale Antikorper finden breite Anwendung 
in der Immundiagnos tik und als Therapeutika . 

Seit einigen Jahren gibt es die sogenannte Phagen-Display-Methode 
40 Herstellung von Antikorpern, bei der das Immunsystem und die 

verschiedenen Immunisierungen im Tier umgangen werden. Hierbei 
wird die Affinitat und Spezifitat des Antikorpers in vitro ma6ge- 
schneidert (Winter et al . , Ann. Rev. Immunol. 12 (1994), 433-455; 
Hoogenboom TIBTech Vol 15 (1997), 62 -70). Gensegmente, die die 
45 kodierende Sequenz der variablen Region von Antikorpern enthalt, 
d.h. die Antigen-Bindes telle, werden mit Genen fur das Hullpro- 
tein eines Bakteriophagen fusioniert. Dann infiziert man Bakte- 



wo 98/49329 




PCTAEP98/02242 



3 

rien mit Phagen, die solche Fusionsgene enthalten. Die entstehen- 
den Phagenpartikel besitzen nun Hullen mit dem antikorperahnli - 
chen Fusionsprotein, wobei die antikorperbindende Domane nach au- 
Ben zeigt. Aus einer solchen Phagen-Display-Bibliothek laBt sich 
5 nun der Phage isolieren, der das gewunschte Antikorper fragment 
enthalt und spezifisch an ein bestimmtes Antigen bindet. Jeder so 
isolierte Phage erzeugt ein monoklonales , antigenbindendes Poly- 
peptid, das einem monoklonalen Antikorper entspricht. Die Gene 
fiir die Ant igenbindungs telle, die fur jeden Phagen einzigartig 
10 Bind, kann man aus der Phagen-DNA isolieren und zur Konstruktion 
vollstandiger Antikorpergene einsetzen. 



Auf dem Gebiet des Pf lanzenschutzes wurden Antikorper ins- 
besonders als analytisches Mittel ex-situ zum qualitativen und 

^ quantitativen Nachweis von Antigenen genutzt. Dies schlieBt den 
Nachweis von Pf lanzeninhal tstof f en, Herbiziden oder Fungiziden in 
Trinkwasser {Sharp et al. (1991) ACS Symp Ser., 446 (Pestic. Re- 
sidues Food Saf.) 87-95), Bodenproben (WO 9423018) oder in 
Pflanzen oder Pf lanzenteilen sowie die Nutzung von Antikorpern 

^ als Hilfsmittel zur Reinigung von gebundenen Molekulen ein. 



Die Produktion von Immunglobu linen in Pflanzen wurde erstmals von 
Hiatt et al.. Nature, 342 (1989), 76 - 78 beschrieben. Das 
Spektrum reicht von Ein-Ketten-Antikorpern bis zu multimeren se- 
kretorischen Antikorpern (J. Ma und Mich Hein, 1996, Annuals New 
York Academy of Sciences, 72 - 81) . 



Neuere Versuche nutzen Antikorper in-situ zur Pathogenabwehr in 
3Q Pflanzen, insbesondere von Viruserkrankungen durch Expression von 
spezifischen Antikorpern oder Teilen davon gerichtet gegen Virus - 
hullproteine in Pf lanzenzellen (Tavladoraki et al . , Nature 366 
(1993), 469-472; Voss et al . , Mol . Breeding 1 (1995), 39-50). 

35 Ein analoger Ansatz ist auch zur Abwehr der Infektion der Pflanze 
durch Nematoden genutzt worden (Rosso et al., Biochem Biophys Res 
Com, 220 (1996) 255-263). Fur eine pharmazeutische Anwendung sind 
Beispiele bekannt, die die Antikorper-Expression in-situ in 
Pflanzen fiir eine orale Immunisierung nutzen (Ma et al.. Science 

40 268 (1995), 716-719; Mason und Arntzen, Tibtech Vol 13 (1996), 
388-392) - Von der Pflanze gebildete Antikorper werden dabei aus 
Pflanzen oder fiir den Verzehr geeigneten Pf lanzenteilen iiber den 
Mund, Rachen oder Verdauungstrakt dem Korper zugefiihrt und verur- 
sachen einen wirksamen Immunschutz. Weiterhin wurde in Pflanzen 

45 bereits ein Ein-Ketten-Antikorper (single chain antibody) gegen 
das niedermolekulare Pf lanzenhormon Abscisinsaure exprimiert und 
eine verringerte Pf lanzenhormonverf iigbarkeit aufgrund von Absci- 
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sinsaurebind\ing in der Pflanze beobachtet (Artsaenko et al . , The 
Plant Journal (1995) 8(5), 745-750). 

Die chemische Pilzbekampf ung in agrarwirtschaf tlich bedeutenden 
^ Kulturen setzt den Einsatz von hochselektiven Fungiziden ohne 
phytotoxische Wirkung voraus. Die phytotoxische Wirkung von Fun- 
giziden kann beispielsweise auf einer Hemmung des Pflanzen- 
wachstums, verminderter Photosyntheseleistung und damit verbunde- 
ner verminderter Ertragsleistung beruhen. In einigen Fallen ist 
es jedoch schwierig, Fungizide mit ausreichender Selektivitat zu 
entwickeln, die in alien bedeutenden Pf lanzengroBkulturen ein- 
setzbar sind und in keiner Kultur eine Schadigung der Ertrags- 
pflanze verursachen. Die Einfiihrung von Fungizid-resistenten Oder 
-toleranten Kulturpf lanzen kann zur Losung dieses Problems bei- 
tragen und neue Verwendungsmoglichkei ten von Fungiziden in bisher 
nicht Oder nur unter Ertragsminderung behandelbaren Kulturen er- 
schlieBen. 



2^ Der Entwicklung von Fungizid-resistenten Kulturpf lanzen durch Ge- 
webekultur oder Samenmutagenese und naturliche Auswahl sind Gren- 
zen gesetzt. So mufi einerseits die phytotoxische Wirkung bereits 
in Gerwebekultur erfaBbar sein und andererseits konnen nur dieje- 
nigen Pf lanzen iiber Gewebekulturtechniken manipuliert werden, 

2^ deren Regeneration zu ganzen Pf lanzen aus Zellkulturen gelingt. 
AuBerdem konnen Kulturpf lanzen nach Mutagenese und Selektion un- 
erwunschte Eigenschaf ten zeigen, die durch teilweise mehrmalige 
Riickkreuzungen wieder beseitigt werden mussen. Auch ware die Ein- 
bringung einer Resistenz durch Kreuzung auf Pf lanzen der selben 
Art beschrankt. 

30 

Aus diesen Grunden ist der gentechnische Ansatz, ein fur die 
Resistenz codierendes Gen zu isolieren und in Kulturpf lanzen ge- 
zielt zu ubertragen, dem klassischen Ziichtungsverf ahren liberie - 
35 gen. 



Die molekularbiologische Entwicklung von Herbizid- toleranten bzw. 
Herbizid-resistenten Kulturpf lanzen setzt bisher voraus, daB der 
Wirkmechanismus des Herbizides in der Pflanze bekannt ist und daB 

40 Gene, die Resistenz gegen das Herbizid vermitteln gefunden werden 
konnen. Viele gegenwartig kommerziell genutzte Herbizide wirken, 
indem sie ein Enzym einer essentiellen Aminosaure-, Lipid- oder 
Pigmentbiosynthese blockieren. Durch Veranderung der Gene dieser 
Enzyme dergestalt, daB das Herbizid nicht mehr gebunden werden 

45 kann und durch Einbringung dieser veranderten Gene in Kultur - 

pflanzen laBt sich Herbizid-Toleranz erzeugen, Alternativ konnen 
zum Beispiel in der Natur analoge Enzyme beispielsweise in Mikro- 
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organismen gefunden werden, die eine naturliche Resistenz gegen- 
uber dem Herbizid zeigen. Dieses Resistenz vermittelnde Gen wird 
aus einem derartigen Mikroorganismus isoliert, in geeignete Vek- 
toren umkloniert und anschliefiend nach erf olgreicher Transforma- 
5 tion in Herbizid-sensi tiven Kul turpf lanzen zur Expression ge- 
bracht (WO 96/38567). 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung war die Entwicklung eines neu- 
artigen allgemein einsetzbaren, gentechnologischen Verfahrens zur 
Erzeugung von Fungizid-toleranten transgenen Pf lanzen. 

Diese Aufgabe wurde uberraschenderweise gelost durch ein Verfah- 
ren der Expression eines exogenen Polypeptides, Antikorpers oder 
Teilen eines Antikorpers mit Fungi zid-bindenden Eigenschaf ten in 

15 

den Pf lanzen. 

Ein erster Gegenstand der vorliegenden Erfindung betrifft die 
Herstellung eines Fungizid-bindenden Antikorpers und die 
20 Klonierung des zugehorigen Gens bzw. Genf ragmentes . 

Es wird zunachst ein geeigneter Antikorper erzeugt, der das Fun- 
gizid bindet. Dies kann u.a. durch Immunisierung eines Wirbel- 
tiers, meist Maus, Ratte, Hund, Pferd, Esel Oder Ziege mit einem 

25 Antigen erfolgen. Das Antigen ist dabei eine fungizid wirksame 
Verbindung, die iiber eine funktionelle Gruppe an einen hoher- 
molekularen Trager wie Rinderserumalbumin (BSA) , Huhnereiweifi 
(Ovalbumin) , keyhole limpet hemocyanin (KLH) oder andere Trager 
gekoppelt oder assoziiert vorliegt. Die Immunantwort wird nach 

3 0 mehrmaliger Antigenapplikation mit gangigen Methoden nachvollzo- 
gen und so ein geeignetes Antiserum isoliert. Dieser Ansatz lie- 
fert zunachst ein polyklonales Serum, das Antikorper mit unter- 
schiedlichen Spezifitaten enthalt. Fiir den gezielten in-situ Ge- 
brauch ist es notwendig, die fiir einen einzelnen spezifischen 

35 monoklonalen Antikorper codierende Gensequenz zu isolieren. Zu 
diesem Zweck stehen verschiedene Wege of fen, Der erste Ansatz 
nutzt die Fusion von Antikorper-produzierenden Zellen mit Krebs- 
zellen zu einer standig Antikorper produzierenden Hybridomazell - 
kultur, die durch Vereinzelung der enthaltenen Klone letztlich zu 

40 einer homogenen, einen definierten monoklonalen Antikorper produ- 
zierenden Zellinie fuhrt. 

Aus einer derartigen monoklonalen Zellinie wird die cDNA fur den 
Antikorper bzw. Telle des Antikorpers, den sog. Ein-Ketten-Anti - 
korper. (single chain antibody - scFv) isoliert. Diese cDNA-Se- 
quenzen konnen dann in Expressionskassetten kloniert und zur 
funktionellen Expression in prokaryotischen und eukaryotischen 
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Organismen, einschlieBlich Pflanzen genutzt werden. 



Es ist auch moglich uber Phagen-Display-Banken Antikorper zu se- 
lektieren, die Fungizidmolekule binden und katalytisch in ein 
Produkt mit nicht fungiziden Eigenschaf ten umsetzen. Methoden zur 
Herstellung katalytischer Antikorper sind in Janda et al., 
Science 275 (1997) 945-948, Chemical selection for catalysis in 
combinatorial Antibody libraries; Catalytic Antibodies, 1991, 
Ciba Foundation Symposium 159, Wiley- Interscience Publication 
beschrieben. Durch Klonierung des Gens dieses katalytischen Anti- 
korpers und dessen Expression in einer Pflanze kann im Prinzip 
ebenfalls eine Fungizid-resistente Pflanze erzeugt werden. 



Gegenstand der Erfindung sind insbesondere Expressionskassetten, 
deren kodierende Sequenz fiir ein Fungizid-bindendes Polypeptid 
Oder dessen f unktionelles Aquivalent codiert, sowie deren 
Verwendung zur Herstellung einer Fungizid- toleranten Pflanze. Die 
Nukleinsauresequenz kann dabei z.B. eine DNA- Oder eine cDNA-Se- 
ouenz sein. Zur Insertion in eine erf indungsgemaBe Expressions - 

20 

kassette geeignete kodierende Sequenzen sind beispielsweise sei- 
che, die eine DNA-Sequenz aus einer Hybridomazelle enthalten, die 
fiir ein Polypeptid mit Fungizid-bindenden Eigenschaf ten codiert 
und die somit dem Wirt Resistenz gegen bestimmte Fungizide ver- 
2^ leihen. 

Die erf indungsgemaBen Expressionskassetten beinhalten auBerdem 
regulative Nukleinsauresequenzen, welche die Expression der co- 
dierenden Sequenz in der Wirtszelle steuern. GemaS einer bevor- 

3 0 zugten Aus fuhrungs form umfaBt eine erf indungsgemaBe Expressions - 
kassette stromauf warts , d.h. am 5 ' -Ende der codierenden Sequenz 
einen Promoter und stromabwarts, d.h. am 3' -Ende ein Polyadeny- 
lierungs signal und gegebenenf alls weitere regulator ische Ele- 
mente, welche mit der dazwischenliegenden codierenden Sequenz fur 

3 5 das Polypeptid mit Fungizid-bindenden Eigenschaf ten und/oder 
Transitpeptid operativ verkniipft sind. Unter einer operativen 
Verkniipfung versteht man die sequenzielle Anordnung von Promoter, 
codierender Sequenz, Terminator und ggf . weiterer regulativer 
Elemente derart, daB jedes der regulativen Elemente seine Funk- 

40 tion bei der Expression der codierenden Sequenz bestimmungsgemaB 
erfullen kann. Die zur operativen Verkniipfung bevorzugten aber 
nicht darauf beschrankten Sequenzen sind Targeting-Sequenzen zur 
Gewahr lei stung der subzellularen Lokalisation im Apoplasten, in 
der Plasmamembran, in der Vakuole, in Plastiden, ins Mitochon- 

45 drium, im Endoplasmatischen Retikulum (ER) , im Zellkem, in 01- 
korperchen Oder anderen Kompartimenten und Translationsverstarker 
wie die 5 ' -Fiihrungssequenz aus dem Tabak Mosaic Virus (Gallie et 
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al., Nucl. Acids Res. 15 (1987) 8693-8711). 



Als Promotoren der erf indungsgemaBen Expressionskassette ist 
grundsatzlich jeder Promoter geeignefc, der die Expression von 
^ Fremdgenen steuem kann. Vorzugsweise verwendet man insbesondere 
einen pflanzlichen Promotor oder einen Promoter, der einem Pflan- 
zenvirus entstammt. Insbesondere bevorzugt ist der CaMV 35S-Pro- 
motor aus dem Blumenkohl-Mosaik-Virus (Franck et al.. Cell 
21(1980) 285-294), Dieser Promotor enthalt unterschiedliche Er- 
kennungssequenzen fur transkriptionale Effektoren, die in ihrer 
Gesamtheit zu einer permanenten und konstitutiven Expression des 
eingefiihrten Gens fuhren (Benfey et al . , EMBO J. 8 (1989) 
2195-2202) . 

15 

Die erf indungsgemaBe Expressionskassette kann auch einen che- 
misch induzierbaren Promotor enthalten, durch den die Expression 
des exogenen Polypeptids in der Pflanze zu einem bestimmten Zeit- 
punkt gesteuert werden kann. Derartige Promotoren wie z.B. der 
PRPl-Promotor (Ward et al Plant .Mol. Biol . 22 (1993) , 361-366) , ein 
durch Salizylsaure induzierbarer Promotor (WO 95/1919443), ein 
durch Benzolsulf onamid-induzierbarer (EP 388186) , ein durch Ab- 
scisinsaure-induzierbarer (EP335528) bzw. ein durch Ethanol- Oder 
Cyclohexanon-induzierbarer (W09321334) Promotor sind der 
Literatur beschrieben und konnen u.a. verwendet werden . 

25 

Weiterhin sind insbesondere solche Promotoren bevorzugt, die Ex- 
pression in Geweben Oder Pf lanzenteilen sicherstellen, in denen 
sich die phytotoxische Fungizidwirkung entfaltet. Insbesondere zu 
30 nennen sind Promotoren, die eine Blatt-spezif ische Expression ge- 
wahrleisten. Zu nennen sind der Promotor der cytosolischen FBPase 
aus Kartoffel oder der ST-LSI Promotor aus Kartoffel (Stockhaus 
et al., EMBO J. 8 (1989) 2445-245). 



35 Mit Hilfe eines samenspezif ischen Promoters konnten Einketten-An- 
tikorper stabil bis zu 0,67% des gesamten loslichen Samenproteins 
in den Samen transgener Tabakpf lanzen exprimiert werden (Fiedler 
und Conrad, Bio/Technology 10(1995), 1090-1094). Da auch eine Ex- 
pression in ausgesaten oder keimenden Samen moglich und im Sinne 

40 der vorliegenden Erfindung erwiinscht sein kann, sind entsprechend 
Keimungs- und Samen- spezif ische Promotoren ebenfalls erfindungs- 
gemaB bevorzugte regulative Elemente. Die erf indungsgemaBe Ex- 
pressionskassette kann daher beispielsweise einen samenspezif i - 
schen Promotor (bevorzugt den USP- oder LEB4 -Promotor , das 

45 LEB4-Signalpeptid, das zu exprimierende Gen und ein ER-Retenti- 
onssignal enthalten. Der Aufbau der Kassette ist in der Abbildung 
1 am Beispiel eines Einketten-Antikorpers (scFv-Gen) schematisch 
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beispielhaft dargestellt. 



Die Herstellung einer erf indungsgemafien Expressionskassette er- 
folgt durch Fusion eines geeigneten Promoters mit einer geeigne- 
ten Polypeptid-DNA und vorzugsweise einer zwischen Promotor und 
Polypeptid-DNA insertierten fiir ein Chloroplasten-spezif isches 
Transi tpeptid kodierenden DNA sowie einem Polyadenylierungssignal 
nach gangigen Rekombinations- und Klonierungstechniken, wie sie 
beispielsweise in T. Maniatis, E.F. Fritsch und J. Sambrook, Mo- 
lecular Cloning: A Laboratory manual. Cold Spring Harbor Labora- 
tory, Cold Spring Harbor, NY (1989) sowie in T.J. Silhavy, M.L. 
Herman und L.W. Enguist, Experiments with Gene Fusions, Cold 
Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY (1984) und in 
Ausubel, F.M. et al.. Current Protocols in Molecular Biology, 
Greene Publishing Assoc. and Wiley- Interscience (1987) beschrie- 
ben sind. 



Insbesondere bevorzugt sind Sequenzen, die ein Targeting in den 
Apoplasten, Plastiden, die Vakuole, in die Plasmamembran, das 
Mi tochondrium, das Endoplasmatische Retikulum (ER) oder durch ein 
Fehlen entsprechender operativer Sequenzen einen Verbleib im 
Kompartiment des Entstehens, dem Zytosol, gewahrleisten (Kermode, 
Crit- Rev. Plant Sci. 15, 4 (1996), 285-423). Fur die Menge der 
Proteinakkumulation in transgenen Pflanzen besonders forderlich 
erwiesen hat sich eine Lokalisation im ER sowie der Zellwand 
(Schouten et al. , Plant Mol. Biol.. 30 (1996), 781-792; Artsaenko 
et al.. Plant J. 8 (1995) 745-750). 



3Q Gegenstand der Erfindung sind auch Expressionskassetten, deren 
kodierende Seguenz fiir ein Fungizid-bindendes Fusionsprotein ko- 
diert, wobei Teil des Fusionsproteins ein Transitpeptid ist, das 
die Translokation des Polypeptides steuert. Besonders bevorzugt 
sind Chloroplasten-spezif ische Transi tpep tide, welche nach Trans - 

35 lokation des Fungizid-bindenden Polypeptides in die Pflanzench- 
loroplasten vom Fungizid-bindenden Polypeptid-Teil enzymatisch 
abgespalten werden, Insbesondere bevorzugt ist das Transitpeptid 
abgeleitet von plastidarer Transketolase (TK) oder einem funktio- 
nellen Aquivalent dieses Transitpeptids (z.B. das Transitpeptid 

40 der kleinen Untereinheit der Rubisco oder der Ferredoxin NADP 
Oxidoreduktase) . 



Die zur Herstellung erf indungsgemaBer Expressionskassetten erf or - 
derliche Polypeptid-DNA oder -cDNA wird vorzugsweise mit Hilfe 
45 der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) amplif iziert . Verfahren zur 
DNA-Amplif ikation mittels PCR sind bekannt, beispielsweise aus 
Innis et al., PCR Protocols, A Guide to Methods and Applications, 
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Academic Press (1990) . ZweckmaBigerweise konnen die PCR-erzeugten 
DNA-Fragmente durch Sequenzanalyse zur Vermeidung von Polymerase - 
fehlern in zu exprimierenden Konstrukten iiberpruft werden. 



^ Die insertierte Nucleotid-Sequenz codierend fur ein Fungizid-bin- 
dendes Polypeptid kann synthetisch hergestellt Oder naturlich ge- 
wonnen sein Oder eine Mischung aus synthetischen und natiirlichen 
DNA-Bestandteilen enthalten. Im allgemeinen werden synthetische 
Nucleotid-Sequenzen mit Codons erzeugt, die von Pflanzen bevor- 
•^^ zugt werden. Diese von Pflanzen bevorzugten Codons konnen aus Co- 
dons mit der hochsten Proteinhauf igkei t bestimmt werden, die in 
den meisten interessanten Pf lanzenspezies exprimiert werden. Bei 
der Praparation einer Expressionskassette konnen verschiedene 
DNA-Fragmente manipuliert werden, urn eine Nucleotid-Sequenz zu 
erhalten, die zweckmaBigerweise in der korrekten Richtung liest 
und die mit einem korrekten Leseraster ausgestattet ist. Fiir die 
Verbindung der DNA-Fragmente miteinander konnen an die Fragmente 
Adaptoren oder Linker angesetzt werden. 



20 



25 



30 



35 



40 



ZweckmaBigerweise soil ten die erf indungsgemaBen Promoter- und 
die Terminator-Regionen in Transkriptionsrichtung mit einem Lin- 
ker Oder Polylinker, der eine Oder mehrere Restriktionsstellen 
fiir die Insertion dieser Sequenz enthalt, versehen werden. In der 
Regel hat der Linker 1 bis 10, meistens 1 bis 8, vorzugsweise 2 
bis 6 Restriktionsstellen. Im allgemeinen hat der Linker inner- 
halb der regulatorischen Bereiche eine GroBe von weniger als 100 
bp, haufig weniger als 60 bp, mindestens jedoch 5 bp. Der 
erf indungsgemaBe Promoter kann sowohl nativ bzw. homolog als auch 
fremdartig bzw. heterolog zur Wirtspflanze sein. Die erfindungs- 
gemaBe Expressionskassette beinhaltet in der 5 ' -3 ' -Transkripti - 
onsrichtung den erf indungsgemaBen Promoter, eine beliebige Se- 
quenz und eine Region fiir die transkriptionale Termination, Ver- 
schiedene Terminationsbereiche sind gegeneinander beliebig aus- 
tauschbar , 



Ferner konnen Manipulationen, die passende Restriktionsschni tt - 
stellen berei tstellen oder die uberf liissige DNA Oder Restrikti- 
onsschni ttstellen entfernen, eingesetzt werden. Wo Insertionen, 
Deletionen oder Substitutionen wie z,B, Transit ionen und Trans - 
versionen in Frage kommen, konnen in vitro-Mutagenese , "primerre- 
pair", Restriktion oder Ligation verwendet werden. Bei geeigneten 
Manipulationen, wie z.B. Restriktion, "chewing-back" oder Auffiil- 
len von Uberhangen fiir "bluntends", konnen komplementare Enden 
45 der Fragmente fiir die Ligation zur Verfiigung gestellt werden. 
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Von besonderer Bedeutung fiir den erf indungsgemaBen Erfolg ist das 
Anhangen des spezifischen ER-Retentionssignals SEKDEL (Schuoten, 
A. et al. Plant Mol. Biol. 30 (1996), 781 - 792), die durch- 
schnittliche Expressionshohe wird damit verdreifacht bis vervier- 
5 facht- Es Jconnen auch andere Retentionssignale, die natiirlicher- 
weise bei im ER lokalisierten pflanzlichen und tierischen Protei- 
nen vorkommen/ fiir den Aufbau der Kassette eingesetzt werden. 



Bevorzugte Polyadenylierungssignale sind pflanzliche Polyadeny- 
•^^ lierungssignale, vorzugsweise seiche, die im wesentlichen T-DNA- 
Polyadenylierungssignale aus Agrobacterium tumef aciens, ins- 
besondere des Gens 3 der T-DNA (Octopin Synthase) des Ti-Plasmids 
pTiACHS entsprechen (Gielen et al . , EMBO J. 3 (1984) 835 ff) oder 
funktionelle Aquivalente. 

15 

Eine erf indungsgemaBe Expressionskassette kann beispielsweise 
einen konstitutiven Promoter (bevorzugt den CaMV 35 S-Promotor ) , 
das LeB4-Signalpeptid, das zu exprimierende Gen und das ER-Reten- 
2^ tionssignal enthalten. Der Aufbau der Kassette ist in Abbildung 2 
am Beispiel eines Einketten-Antikorpers (scFv-Gen) schematisch . 
dargestellt. Als ER-Retentionssignal wird bevorzugt die Amino- 
sauresequenz KDEL (Lysin, Asparaginsaure, Glutaminsaure, Leucin) 
verwendet . 

25 

Vorzugsweise wird die fusionierte Expressionskassette, die fur 
ein Polypeptid mit Fungi zid-bindenden Eigenschaf ten codiert, in 
einen Vektor, beispielsweise pBinl9, kloniert, der geeignet ist, 
Agrobacterium tumefaciens zu transf ormieren, Mit einem solchen 

3Q Vektor transf ormierte Agrobakterien konnen dann in bekannter 
Weise zur Transformation von Pflanzen, insbesondere von Kultur- 
pflanzen, wie z.B, von Tabakpf lanzen, verwendet werden, indem 
beispielsweise verwundete Blatter oder Blattstucke in einer Agro- 
bakterienlosung gebadet und anschlieBend in geeigneten Medien 

35 kultiviert werden. Die Transformation von Pflanzen durch Agrobak- 
terien ist unter anderem bekannt aus F.F. White, Vectors for Gene 
Transfer in Higher Plants; in Transgenic Plants, Vol, 1, Enginee- 
ring and Utilization, - herausgegeben von S.D. Kung und R. Wu, 
Academic Press, 1993, S. 15-38 und aus S.B. Gelvin, Molecular Ge- 

4Q netics of T-DNA Transfer from Agrobacterium to Plants, gleich- 
falls in Transgenic Plants, S. 49-78. Aus den transf ormierten 
Zellen der verwundeten Blatter bzw. Blattstucke konnen in bekann- 
ter Weise transgene Pflanzen regeneriert werden, die ein in die 
erf indungsgemaBe Expressionskassette integriertes Gen fur die Ex- 

45 pression eines Polypeptides mit Fungizid-bindenden Eigenschaf ten 
en thai ten. 
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Zur Transformation einer Wirtspflanze mit einer fur ein Fungizid- 
bindendes Polypeptid codierenden DNA wird eine erf indungsgemaBe 
Expressionskassette als Insertion in einen rekombinanten Vektor 
eingebaut, dessen Vektor-DNA zusatzliche funktionelle Regulati- 
5 onssignale, beispielsweise Sequenzen fur Replikation oder Inte- 
gration enthalt. Geeignete Vektoren sind unter anderem in 
"Methods in Plant Molecular Biology and Biotechnology" (CRC 
Press), Kap. 6/7, S. 71-119 (1993) beschrieben. 



Unter Verwendung der oben zitierten Rekombinations- und 
Klonierungstechniken konnen die erf indungsgemafien Expressionskas - 
setten in geeignete Vektoren kloniert werden, die ihre Vermeh- 
rung, beispielsweise in E, coli, ermoglichen. Geeignete Klonie- 
rungsvektoren sind u.a. pBR332, pUC-Serien, M13mp-Serien und pA- 
CYC184. Besonders geeignet sind binare Vektoren, die sowohl in E. 
coli als auch in Agrobakterien replizieren konnen, wie z.B. 
pBinl9 (Bevan et al . (1980) Nucl . Acids Res. 12, 8711). 



Ein weiterer Gegenstand der Erfindung betrifft die Verwendung 

2 0 

einer erf indungsgema6en Expressionskassette zur Transformation 
von Pflanzen, Pf lanzenzellen, -geweben oder Pf lanzenteilen. Vor- 
zugsweise ist Ziel der Verwendung die Vermittlung von Resistenz 
gegen Fungizide mit phytotoxischer Wirkung, 

25 

Dabei kann je nach Wahl des Promoters die Expression spezifisch 
in den Slattern, in den Samen oder anderen Teilen der Pflanze er- 
folgen. Solche transgenen Pflanzen, deren Vermehrungsgut sowie 
deren Pf lanzenzellen, -gewebe oder -telle sind ein weiterer Ge- 
3Q genstand der vorliegenden Erfindung. 

Die Ubertragung von Fremdgenen in das Genom einer Pflanze wird 
als Transformation bezeichnet. Es werden dabei die beschriebenen 
Methoden zur Transformation und Regeneration von Pflanzen aus 

35 Pf lanzengeweben oder Pf lanzenzellen zur transienten oder stabilen 
Transformation genutzt. Geeignete Methoden sind die Protoplasten- 
transf ormation durch Polyethylenglykol-induz ierte DNA-Auf nahme, 
der biolistische Ansatz mit der Genkanone, die Elektroporation, 
die Inkubation trockener Embryonen in DNA-hal tiger Losung, die 

40 Mikroinjektion und der Agrobacterium-vermi ttel te Gentransfer. Die 
genannten Verfahren sind beispielsweise in B. Jenes et al.. 
Techniques for Gene Transfer, in: Transgenic Plants, Vol, 1, En- 
gineering and Utilization, herausgegeben von S,D. Kung und R. Wu, 
Academic Press (1993) 128-143 sowie in Potrykus Annu . Rev . Plant 

45 Physiol. Plant Molec.Biol. 42 (1991) 205-225) beschrieben. Vor- 
zugsweise wird das zu exprimierende Konstrukt in einen Vektor 
kloniert, der geeignet ist, Agrobacterium tumefaciens zu trans- 



wo 98/49329 PCT/EP98/02242 

12 

formieren, beispielsweise pBinl9 (Bevan et al., Nucl. Acids Res, 
12 (1984) 8711). 



Mit einer erf indungsgemafien Expressionskassette transf ormierte 
^ Agrobakterien konnen dann in bekannter Weise zur Transformation 
von Pflanzen, insbesondere von Kulturpf lanzen, wie Getreide, 
Mais, Soja, Reis, Baumwolle, Zuckerrube, Canola, Sonnenblume , 
Flachs, Kartoffel, Tabak, Tomate, Raps, Alfalfa, Salat und den 
verschiedenen Busch-, Baum-, Nufi- und Weinspezies, wie beispiels- 
weise Kaffee, Obstbaume wie Apfel, Birnen oder Kirschen, Nufibaume 
wie WalnuB Oder Pecan und besonders wichtig in Reben verwendet 
werden, z.B. indem verwundete Blatter oder Blattstiicke in einer 
Agrobakterienlosung gebadet und anschlieBend in geeigneten Medien 
kultiviert werden. 

15 

Funktionell aquivalente Sequenzen, die ein Fungi zid-bindendes 
Polypeptid codieren, sind erf indungsgemaB solche Sequenzen, wel- 
che trotz abweichender Nucleotidsequenz noch die gewiinschten 
Funktionen besitzen. Funktionelle Aquivalente umfassen somit na- 

20 

tiirlich vorkommende Varianten der hierin beschriebenen Sequenzen 
sowie kunstliche, z.B. durch chemische Syn these erhaltene, an die 
Codon-Usage einer Pflanze angepaBte, kiinstliche Nucleotid-Sequen- 
zen. 

25 

Unter einem funktionellen Aquivalent versteht man insbesondere 
auch naturliche oder kiinstliche Mutationen einer urspriinglich 
isolierten das Fungizid-bindende Polypeptid codierenden Sequenz, 
welche weiterhin die gewiinschte Funktion zeigen. Mutationen um- 

30 fassen Substi tutionen, Additionen, Deletionen, Vertauschungen 

Oder Insertionen eines oder mehrerer Nukleotidreste . Somit werden 
beispielsweise auch solche Nucleotidsequenzen durch die vorlie- 
gende Erfindung mit umfaBt, welche man durch Modifikation dieser 
Nucleotidsequenz erhalt. Ziel einer solchen Modifikation kann 

35 z.B. die weitere Eingrenzung der darin enthaltenen codierenden 
Sequenz oder z.B. auch die Einfugung weiterer Restriktionsenzym- 
Schnittstellen sein. 



Funktionelle Aquivalente sind auch solche Varianten, deren Funk- 
40 tion, verglichen mit dem Ausgangsgen bzw. Genfragment, abge- 
schwacht oder verstarkt ist. 



AuBerdem sind artifizielle DNA-Sequenzen geeignet, solange sie, 
wie oben beschrieben, die gewiinschte Toleranz gegenuber Fungizi- 
den zur Vermeidung phytotoxischer Effekte an Kulturpf lanzen ver- 
mitteln. Solche artif iziellen DNA-Sequenzen konnen beispielsweise 
durch Ruckiibersetzung mittels Molecular Modelling konstruierter 
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Proteine, die Fungizid-bindende Aktivitat aufweisen Oder durch in 
vi tro-Selektion ermittelt warden. Besonders geeignet sind kodie- 
rende DNA-Seguenzen, die durch Riickubersetzung einer Polypeptid- 
sequenz gemafi der fiir die Wirtspflanze spezifischen Codon-Nutzung 
5 erhalten wurden. Die spezif ische Codon-Nutzung kann ein mit 
pf lanzengenetischen Methoden vertrauter Fachmann durch Compute - 
rauswertungen anderer, bekannter Gene der zu transf ormierenden 
Pflanze leicht ermitteln. 



Als weitere erf indungsgemafie geeignete aquivalente Nukleinsaure- 
Sequenzen sind zu nennen Sequenzen, welche fiir Fusionsproteine 
kodieren, wobei Bestandteil des Fusionsproteins ein nicht-pf lanz - 
liches Fungizid-bindendes Polypeptid Oder ein funktionell aquiva- 
lenter Teil davon ist. Der zweite Teil des Fusionsproteins kann 
z.B. ein weiteres Polypeptid mit enzymatischer Aktivitat sein 
Oder eine antigene Polypeptidsequenz mit deren Hilfe ein Nachweis 
auf scFvs Expression moglich ist (z.B. myc-tag Oder his-tag) . 
Bevorzugt handelt es sich dabei jedoch urn eine regulative Pro- 
teinsequenz, wie z.B. ein Signal- oder Transi tpeptid, das das 
Polypeptid mit Fungizid-bindenden Eigenschaf ten an den gewiinsch- 
ten Wirkort leitet. 



Gegenstand der Erfindung sind aber auch die erf indungsgemafi er- 
zeugten Expressionsprodukte, sowie Fusionsproteine aus einem 
Transitpeptid und einem Polypeptid mit Fungizid-bindenden Eigen- 
schaf ten , 



Resistenz bzw. Toleranz bedeutet im Rahmen der vorliegenden Er- 
3Q findung die kiinstlich erworbene Widers tandsf ahigkeit von Pflanzen 
gegenuber Fungiziden mit phytotoxischer Wirkung. Sie umfafit die 
partielle und, insbesondere, die vollstandige Unempf indlichkei t 
gegenuber diesen Inhibitoren fur die Dauer mindestens einer 
Pf lanzengeneration. 

35 

Der phytotoxische Wirkort von Fungiziden ist im allgemeinen das 
Blattgewebe, so da6 eine blattspezif ische Expression des exogenen 
Fungizid-bindenden Polypeptides ausreichenden Schutz bieten kann. 
Es ist jedoch naheliegend, da6 die phytotoxische Wirkung eines 
40 Fungizids nicht auf das Blattgewebe beschrankt sein muB, sondern 
auch in alien librigen Teilen der Pflanze gewebespezif isch erfol- 
gen kann. 



Daruberhinaus ist eine konstitutive Expression des exogenen Fun- 
gizid-bindenden Polypeptides von Vorteil. Andererseits kann aber 
auch eine induzierbare Expression wiinschenswert erscheinen. 



wo 98/49329 




PCT/EP98/02242 



14 

Die Wirksamkeit des transgen exprimierten Polypeptides mit Fungi - 
zid-bindenden Eigenschaf ten kann beispielsweise in vitro durch 
SproBmeristemvermehrung auf Fungizid-haltigem Medium uber abge- 
stuf te Konzentrationsreihen Oder uber Samenkeimungs tests erinit- 
5 telt warden. Zudem kann eine in Art und Hohe veranderte Fungizid- 
vertraglichkeit einer Testpflanze in Gewachshausversuchen gete- 
stet werden. 



Gegenstand der Erfindung sind auBerdem transgene Pflanzen, trans - 
formiert mit einer erf indungsgemaBen Expressionskassette , sowie 
transgene Zellen, Gewebe, Teile und Vermehrungsgut solcher Pflan- 
zen. Besonders bevorzugt sind dabei transgene Kul turpf lanzen, wie 
z.B. Getreide, Mais, Soja, Reis, Baumwolle, Zuckerriibe, Canola, 
Sonnenblume, Flachs, Kartoffel, Tabak, Tomate, Raps, Alfalfa, Sa- 
lat und die verschiedenen Busch-, Baum- , Nufi- und Weinspecies wie 
beispielsweise Kaffee, Obstbaume wie Apfel, Birnen oder Kirschen, 
NuBbaume wie WalnuB oder Pecan und besonders wichtig die Rebe. 



Die transgenen Pflanzen, Pf lanzenzellen, -gewebe oder -teile kon- 
nen mit einem Fungizid mit phytotoxischer Wirkung, das die 
pflanzlichen Enzyme inhibiert, behandelt werden, wodurch die 
nicht erfolgreich transf ormierten Pflanzen, -zellen, -gewebe oder 
Pf lanzenteile absterben bzw. geschadigt werden. Beispiele fur ge- 
eignete Wirkstoffe sind Strobilurine insbesondere 

25 

Methyl methoxyimino-a- (o- tolyloxy) -o- tolylacetate ( BAS 490F ), 
sowie Metabolite und funktionelle Derivate dieser Verbindungen . 
Die in die erf indungsgemaBen Expressionskassetten insertierte, 
fiir ein Polypeptid mit Fungi zid-bindenden Eigenschaf ten codie- 
rende DNA, kann somit auch als Selektionsmarker verwendet werden. 

30 

Insbesondere bei Kul turpf lanzen bietet die vorliegende Erfindung 
den Vorteil, daB nach Induktion einer selektiven Resistenz der 
Kulturpf lanze gegeniiber Fungiziden mit phytotoxischer Wirkung 

35 derartige Fungizide in diesen Kulturen auch mit hoheren Aufwand- 
mengen zur Bekampfung von Schadpilzen eingesetzt werden konnen, 
die sonst zu Pf lanzenschaden fiihren wurden. Als nicht-limitie- 
rende Beispiele fur derartige F\mgizide mit phytotoxischer Wir- 
kung konnen Verbindungen aus den folgenden Gruppen genannt wer- 

4Q den: 



• Schwefel, Dithiocarbamate und deren Derivate, wie Ferridime- 
thyldithiocarbamat , Zinkdimethyldithiocarbamat , Zinkethylenbis - 
di thiocarbamat , Manganethy lenbisdi thiocarbama t , Mangan-Z ink- 
45 ethylendiamin-bis-di thiocarbamat , Tetramethylthiuramdi sulfide, 
Ammoniak-Komplex von Zink- {N, N-ethylen-bis-dithiocarbamat) , Am- 
moniak-Komplex von Zink- (N, N' -propylen-bis-di thiocarbamat ) , 
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Zink- (N,N' -propylenbis-di thiocarbamat ) , N, N' -Polypropylen- 
bis- ( thiocarbamoyl ) disulf id; 

• Nitroderivate, wie Dinitro- (1-methylheptyl) -phenylcrotonat , 
2-sec-Butyl-4, 6-dini trophenyl-3 , 3-dimethylacrylat , 2-sec-Bu- 

^ tyl-4 , 6-dini trophenyl-isopropylcarbonat, 5-Nitro-isoph- 
thal saur e-di - i sopropy 1 es t er ; 

• heterocyclische Substanzen, wie 2-Heptadecyl-2-imidazolin-ace - 
tat, 2 , 4-Dichlor-6- (o-chloranilino) -s-triazin, O, O-Diethyl- 
phthalimidophosphonothioat. 5-Amino-l- [bis- (dimethylamino) - 
phosphinyl] -3-phenyl-l ,2,4- triazol, 2 , 3-Dicyano-l , 4-dithioan- 
thrachinon, 2-Thio-l , 3-dithiolo [4 , 5-b] chinoxalin, 1- (Butylcar- 
bamoyl) -2-benzimidazol-carbaminsauremethylester , 2-Methoxycar - 
bonylamino-benziraidazol, 2- (Furyl- (2) ) -benzimidazol , 2- (Thiazo- 
lyl- (4) ) -benzimidazol, N- (1, 1, 2, 2-Tetrachlorethylthio) -tetrahy- 
drophthalimid, N-Trichlormethyl thio-tetrahydrophthalimid, 

N-Tr i chl orme thy 1 thio-ph t ha 1 imi d , 

• N-Dichlorf luormethylthio-N' ,N' -dimethyl-N-phenyl-schwef elsaure- 
diamid, 5-Ethoxy-3-trichlorinethyl-l, 2, 3-thiadiazol , 2-Rhodanme- 

20 thylthiobenzthiazol, 1 , 4-Dichlor-2 , 5-dimethoxybenzol, 

4- {2-Chlorphenylhydrazono) -3-methyl-5-isoxazolon, Pyridin-2- 
thio-l-oxid, 8-Hydroxychinolin bzw. dessen Kupfersalz, 2,3-Di- 
hydro-5-carboxanilido-6-methyl-l , 4-oxathiin, 2 , 3-Dihydro-5-car - 
boxanilido-6-methyl-l, 4-oxathiin-4 , 4-dioxid, 2-Methyl-5, 6-dihy- 

25 dro-4H-pyran-3-carbonsaure-anilid, 2-Methyl-f uran-3-carbonsau - 
reanilid, 2, 5-Dimethyl-f uran-3-carbonsaureanilid, 2,4, 5-Trime- 
thyl-f uran-3-carbonsaureanilid, 2 , 5-Dimethyl-f uran-3-carbonsau - 
recyclohexylamid, N-Cyclohexyl-N-methoxy-2 , 5-dimethyl-f u- 
ran-3-carbonsaureamid, 2-Methyl-benzoesaure-anilid, 2-Iod-ben- 

30 zoesaure-anilid, N-Formyl-N-morpholin-2 , 2, 2- trichlorethylace - 
tal, Piperazin-l,4-diylbis-l- (2, 2 , 2- trichlorethyl) -formamid, 
1- (3, 4-Dichloranilino) -1-f ormylamino-2 , 2 , 2-trichlorethan, 

• Amine wie 2 , 6-Dimethyl-N- tridecyl-morpholin bzw. dessen Salze, 
2 , 6-Dimethyl-N-cyclododecyl-morpholin bzw, dessen Salze, 

35 N- [3- (p-tert .-Butylphenyl) -2-methylpropyl] -cis-2 , 6-dimethyl- 
morpholin, N- [3- (p-tert . -Butylphenyl ) -2-methylpropyl] -piperi - 
din, (8- (1, 1-Dimethylethyl) -N-ethyl-N-propyl-1 , 4-dioxas - 
piro [4 . 5] decan-2-methanamin, 

• Azole wie 1- [2- (2, 4-Dichlorphenyl) -4-ethyl-l, 3-dioxolan-2-yl- 
ethyl] -lH-1 , 2 , 4- triazol , 1- [2- ( 2 , 4-Dichlorphenyl ) -4-n-pro - 
pyl-1, 3-dioxolan-2-yl-ethyl] -lH-1, 2, 4-triazol, N- (n-Pro- 
pyl) -N- (2, 4, 6-trichlorphenoxyethyl) -N' -imidazol-yl-harnstof f , 
1- (4-Chlorphenoxy) -3 , 3-dimethyl-l- (lH-1, 2 , 4- triazol-l-yl ) -2-bu- 
tanon, 1- (4-Chlorphenoxy) -3 , 3-dimethyl-l- (lH-1,2, 4-tria- 
zol-l-yl) -2-butanol, (2RS, 3RS) -1- [3- (2-Chlorphenyl ) -2- {4-f luor- 
phenyl) -oxiran-2-ylmethyl] -lH-1, 2, 4-triazol, 1- [2- (2 , 4-Dichlor - 
phenyl) -pen tyl] -lH-1 , 2 , 4-triazol , 2,4' -Dif luor- 
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a- (lH-1, 2, 4-triazolyl-l-methyl) -benzhydrylalkohol , , 
1- ( (bis- (4-Fluorphenyl) -methylsilyl ) -methyl) -lH-1, 2, 4-triazol, 
1- [2RS, 4RS;2RS, 4SR) -4-brom-2- (2, 4-dichlorphenyl ) tetrahydrof u- 
ryl] -lH-1, 2, 4-triazol, 2 — (4-Chlorphenyl ) -3-cyclopro- 
5 pyl-1- {lH-1, 2 , 4-triazol-l-yl) -butan-2-ol , 

( + ) -4-Chlor-4- [4-methyl-2- (lH-1, 2, 4- triazol-l-ylme- 
thyl) -1, 3-dioxolan-2-yl] -phenyl-4-chlorphenylether , 
(E) - (R, S) -1- (2 , 4-dichlorphenyl) -4 , 4-dimethyl-2- (lH-1, 2, 4-tria- 
zol-l-yl ) pent- l-en-3-ol , 4- (4-Chlorphenyl) -2-phe- 

10 nyl-2- (lH-1, 2,4, - triazolylmethyl ) -butyroni tril , 3- (2, 4-dichlor- 
phenyl ) -6-f luor-2- (lH-1, 2 , 4-triazol-l-yl) chinazolin-4 (3H) -on, 
(R, S) -2- (2 , 4-Dichlorphenyl ) -1-H-l , 2 , 4-triazol-l-yl ) -hex- 
ano-2-ol , (IRS, 5RS;1RS, 5SR) -5- ( 4 -chlorbenzyl) -2 , 2 -dime - 
thyl-1- (lH-1, 2 , 4-triazol-l-ylmethyl) cyclopentanol , 

15 (R, S) -1- (4-chlorphenyl) -4, 4-dimethyl-3- { lH-1 , 2 , 4-triazol-l-yl- 
methyl ) pentan-3-ol . (+) -2- (2,4, -Dichlorphe - 

nyl) -3- (lH-1, 2, 4-triazolyl) -propyl-1, 1, 2, 2-tetraf luorethy- 
lether , (E) -1- [1- [4-Chlor-2- trif luormethyl ) -phe- 
nyl] -imino) -2-propoxyethyl] -IH-imidazol , 2- (4-Chlorphe- 
2 0 nyl) -2- (IH-l , 2 , 4-triazol-l-ylmethyl) -hexannitril , 

a- (2-Chlorphenyl) -a- (4-chlorphenyl) -5-pyrimidin-methanol , 5-Bu- 
tyl-2-dimethylamino-4-hydroxy-6-methyl-pyrimidin. Bis- (p-chlor - 
phenyl) -3-pyridinmethanol , 1, 2-Bis- (3-ethoxycarbonyl-2- thiou - 
reido) -benzol, 1 , 2-Bis- (3-methoxycarbonyl-2- thioureido) -benzol , 

25 

• Strobilurine wie Methyl-E-methoxyimino- [a- (o- tolyloxy) -o-to- 
lyl] acetat , Methyl-E-2- {2- [6- ( 2-cyanophenoxy) -pyrimi - 
din-4-yloxy] -phenyl} -3-methoxyacrylat , Methyl-E-methoxyi - 
mino- [a- (2- 

phenoxyphenyl ) ] -acetamid, Methyl-E-methoxyimino- [a- (2, 5-dime- 
thylphenoxy) -o-tolyl] -acetamid, 

• Anilinopyrimidine wie N- (4 , 6-Dimethylpyrimidin-2-yl) -anilin, 
N- [4-Methyl-6- (l-propinyl) -pyrimidin-2-yl] -anilin, 

N- [4-Methyl-6-cyclopropyl-pyrimidin-2-yl] -anilin, 

35 • Phenylpyrrole wie 4- (2, 2-Dif luor-1, 3-benzodioxol-4-yl) -pyr- 
rol-3-carbonitril , 

• Zimtsaureamide wie 3- (4-Chlorphenyl) -3- (3 , 4-dimethoxyphe- 
nyl) -acrylsauremorpholid, 

• sowie verschiedene Fungizide, wie Dodecylguanidinacetat , 3- [3- 

40 

(3, 5-Dimethyl-2-oxycyclohexyl) -2 -hydroxy ethyl] -glutarimid, N- 
Methyl-, N-ethyl- (4-trif luormethyl , -2- [3 ' , 4 ' -dimethoxyphe - 
nyl] -benzoesaureamid, Hexachlorbenzol , DL-Methyl-N- (2, 6-dime- 
thyl -phenyl ) -N-furoyl (2) -alaninat, DL-N- (2, 6 -Dimethyl -phe - 
nyl) -N- (2 ' -methoxyacetyl) -alanin-methyl- ester, N-(2,6-Dime- 
thylphenyl) -N-chloracetyl-D, L-2-aminobutyrolacton, DL- 
N- (2 , 6-Dimethylphenyl) -N- (phenylacetyl) -alaninmethylester , 
5-Methyl-5-vinyl-3- (3 , 5-dichlorphenyl) -2 , 4-dioxo-l , 3-oxazoli- 
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din, 3- [3 , 5-Dichlorphenyl (-S-methyl-S-methoxymethyl] -1 , 3-oxazo - 
lidin- 2 , 4-dion, 3- (3 , 5-Dichlorphenyl) -1-isopropylcarbamoylhy- 
dantoin, N- (3, 5-Dichlorphenyl) -1, 2-dimethylcyclopropan-l , 2-di - 
carbonsaureimid, 2-Cyano- [N- (ethylaminocarbonyl ) -2-methoxi - 
5 mino] -acetamid, N- (3-Chlor-2, 6-dini tro-4- trif luormethyl-phe - 
nyl) -5-trif luormethyl-3-chlor-2-aminopyridin 



Funktionell aquivalente Derivate dieser Fungizide besitzen ein 
vergleichbares Wirkungsspektrum gegen phytopathogene Pilze wie 
die konkret genannten Substanzen, bei niedrigerer, gleicher oder 
hoherer phytotoxischer Aktivitat. 

Die Erfindung wird durch die nun folgenden Beispiele erlautert, 
ist aber nicht auf diese beschrankt: 

Allgemeine Klonierungsverf ahren 

20 Die im Rahmen der vorliegenden Erfindung durchgef iihrten Klonie- 
rungsschritte wie z.B. Restriktionsspaltungen, Agarose-Gel- 
elektrophorese, Reinigung von DNA- Fragment en. Transfer von Nu- 
kleinsauren auf Nitrozellulose und Nylonmembranen, Verkniipfen von 
DNA-Fragmenten, Transformation von E. coli Zellen, Anzucht von 

25 Bakterien, Vermehrung von Phagen und Sequenzanalyse rekombinanter 
DNA wurden wie bei Sambrook et al . (1989) Cold Spring Harbor La- 
boratory Press; ISBN 0-87969-309-6) beschrieben durchgef iihrt . 

Die im folgenden verwendeten Bakterienstamme (E. coli, XL-I Blue) 
wurden von Stratagene bezogen. Der zur Pf lanzentransf ormat ion 
verwendete Agrobakterienstamm (Agrobacterium tumefaciens, C58C1 
mit dem Plasmid pGV2260 oder pGV3850kan) wurde von Deblaere et 
al. beschrieben (Nucl. Acids Res, 13 (1985) 4777), Alternativ 
konnen auch der Agrobakterienstamm LBA4404 (Clontech) oder andere 
geeignete Stamme eingesetzt werden. Zur Klonierung wurden die 
Vektoren pUC19 (Yanish- Perron, Gene 33(1985), 103-119) pBlues- 
cript SK- (Stratagene), pGEM-T { Pr omega ) , pZerO (Invitrogen) , 
pBinl9 (Bevan et al., Nucl. Acids Res. 12(1984) 8711-8720) und 
pBinAR (Hofgen und Willmitzer, Plant Science 66 (1990) 221-230) 
benutzt. 

Sequenzanalyse rekombinanter DNA 

45 Die Sequenzierung rekombinanter DNA-Molekule erfolgte mit einem 
Laserf luoreszenz-DNA-Sequenzierer der Firma Pharmacia nach der 
Methode von Sanger (Sanger et al . , Proc. Natl. Acad. Sci. USA 
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74 (1977) , 5463-5467) . 



Erzeugung pflanzlicher Expressionskasset ten 

In das Plasmid pBinl9 (Bevan et al., Nucl. Acids Res. 12, 8711 
(1984)) wurde ein 35S CaMV Promotor als EcoRI-KpnI-Fragment 
(entsprechend den Nukleotiden 6909-7437 des Caulif lower-Mosaik- 
Virus (Franck et al . Cell 21 (1980) 285) inseriert. Das Polyade- 
nylierungssignal des Gens 3 der T-DNA des Ti-Plasmides pTiACH5 
(Gielen et al , , EMBO J, 3 (1984) 835), Nukleotide 11749-11939 
wurde als PvuII-Hindlll-Fragment isoliert und nach Addition von 
Sphl-Linkern an die PvuII-Schnitts telle zwischen die SpHI-Hindlll 
Schnittstelle des Vektors kloniert. Es entstand das Plasmid pBi- 
nAR (Hofgen und Willmitzer, Plant Science 66 (1990) 221-230) . 



Anwendungsbe i sp i e 1 e 



Beispiel 1 

20 

Da Fungizide nicht inununogen sind, mussen sie an ein Trager- 
material wie z.B. KLH gekoppelt werden. Befindet sich eine reak- 
tive Gruppe im Molekul, kann diese Kopplung direkt erfolgen, an- 
sonsten wird wahrend der Synthese des Fungizides eine funktio- 
nelle Gruppe eingefiihrt Oder eine reaktive Vorstufe wahrend der 
Synthese ausgesucht, um diese Molekiile in einem einfachen Reakti- 
onsschritt an das Tragermolekiil zu koppeln. Beispiele fiir Kop- 
plungen sind bei Miroslavic Ferencik in "Handbook of Immunoche- 
mistry" , 1993, Chapman & Hall, im Kapitel Antigene, Seite 20 - 
49 beschrieben. 



Durch wiederholte Injektion dieses modif izierten Tragermolekuls 

(Antigens) werden z.B. Balb/c-Mause immunisiert. Sobald im Serum 

geniigend Antikorper mit Bindung an das Antigen im ELISA (enzyme 

linked immuno sorbent assay) nachweisbar sind, werden die Milz- 

zellen dieser Tiere entnommen und mit Myelomzellen fusioniert um 

Hybride zu kultivieren. Im ELISA wird zusatzlich als Antigen 

"Fungizid-modif iziertes BSA" verwendet, um die gegen das Hapten 

„ gerichtete Immunantwort von der KLH-Antwort zu unterscheiden . 
40 

Die Herstellung von monoklonalen Antikorpern erfolgt in Anlehnung 
an bekannte Methoden, wie z.B. beschrieben in "Practical Immuno- 
logy", Leslie Hudson und Frank Hay, Blackwell Scientific 
45 Publications, 19 89 Oder in "Monoclonal Antibodies: Principles 
and Practice" , James Coding, 1983, Academic Press, Inc., Oder in 
"A practical guide to monoclonal antibodies", J.Liddell und A, 
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Cryer,1991, John Wiley& Sons; Oder Achim Moller und Franz Emling 
"Monokonale Antikorper gegen TNF und deren Verwendung" . Europai- 
sche Patentschrif t EP-A260610. 

^ Beispiel 2 

Ausgangspunkt der Untersuchung war ein monoklonaler Antikorper 
der spezifisch das Fungizid BAS 490F erkennt und der auBerdem 
eine hohe Bindungsaf f initat aufweist. Die selektionierte Hybrido- 
mazellinie ist dadurch charakterisiert , daB die sekretierten, ge- 
gen das Fungizid-Antigen BAS 490F gerichteten monoklonalen Anti- 
korper eine hohe Affinitat aufweisen und die spezif ischen Sequen- 
zen der Immunglobuline verfiigbar sind (Berek, C. et al.. Nature 
316, 412-418, 1985). Dieser monoklonale Antikorper gegen BAS 490F 
war Ausgangspunkt fur die Konstruktion des Einketten-Antikorper - 
fragmentes (scFv-antiBAS 490F) , 



10 



15 



Zunachst wurde mRNA aus den Hybridomzellen isoliert und in cDNA 
20 umgeschrieben. Diese cDNA diente als Matrize fiir die Amplifika- 
tion der variablen Immunglobulingene VH und VK mit den spezif i- 
schen Primern VHl BACK und VH FOR-2 fur die schwere Kette sowie 
VK2 BACK und MJK5 FON X fur die leichte Kette (Clackson et al.. 
Nature 352, 624-628, 1991). Die isolierten variablen Immunglobu- 
25 line waren Ausgangspunkt fiir die Konstruktion eines Einketten-An- 
tikorperf ragmentes {scFv-antiBAS 490F) . Bei der nachf olgenden Fu- 
sions- PCR wurden drei Komponenten VH,VK und ein Linkerf ragment 
in einem PCR-Reaktionsansatz vereinigt und das scFv-antiBAS 49 OF 
amplif iziert (Abb. 3 ) . 

30 

Die funktionelle Charakterisierung (Antigenbindungsaktivitat ) 
des konstruierten scFv-antiBAS 490F-Gens erfolgte nach Expression 
in einem bakteriellen System. Das scFv-antiBAS 490F wurde dazu 
nach der Methode von Hoogenboom, H.R, et al., Nucleic Acids Re- 
35 search 19, 4133-4137, 1991 als losliches Antikorperf ragment in 
E.coli synthetisiert . Die Aktivitat und die Spezifitat des kon- 
struierten Antikorperf ragmentes wurden in ELISA-Tests uberpruf t 
(Abb . 4 ) . 

Um eine samenspezif ische Expression des Antikorperf ragmentes in 
Tabak zu ermoglichen, wurde das scFv-antiBAS 490F Gen stromab- 
warts vom LeB4-Promotor kloniert. Der aus Vicia faba isolierte 
LeB4-Promotor zeigt eine streng samenspezif ische Expression von 
verschiedenen Fremdgenen in Tabak (Baumlein, H. et al., Mol , Gen. 
Genet. 22 5, 121-128, 1991) . Durch Transport des scFv-antiBAS 49 OF 
Polypeptides in das endoplasmatische Retikulum wurde eine stabile 
Akkumulation hoher Antikorperf ragmentmengen erreicht. Das scFv- 
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antiBAS 490F Gen wurde zu diesem Zweck mit einer Signalpeptidse- 
quenz, die den Eintritt in das endoplasmatische Retikulum und dem 
ER-Retentionssignal SEKDEL, das ein Verbleiben irn ER gewahrlei- 
stet (Wandelt et al.,1992), fusioniert (Abb. 5 ). 



Die konstruierte Expressionskassette wurde in den binaren Vektor 
pGSGLUC 1 (Saito et al . , 1990) kloniert und durch Elektroporation 
in den Agrobakterium-Stamm EHA 101 transf eriert . Rekombinante 
Agrobakterienklone wurden fur die nachfolgende Transformation von 
Nicotiana tabacum verwendet. Pro Konstrukt wurden 70-140 Tabak- 
pflanzen regeneriert. Von den regenerierten transgenen Tabak- 
pflanzen wurden nach Selbstbef ruchtung Samen verschiedenener Ent- 
wicklungsstadien geerntet. Von diesen Samen wurden die loslichen 
Proteine nach Extraktion in einem wassrigen Puffersystem erhal - 
ten. Die Analyse der transgenen Pflanzen zeigt, daB durch die Fu- 
sion des scFv-antiBAS 49 OF Gens mit der DNA-Sequenz des ER-Reten- 
tionssignals SEKDEL eine maximale Akkumulation von 1,9 % scFv-an- 
tiBAS 490F Protein im reifen Samen erzielt werden konnte. 

20 

Das konstruierte scFv-antiBAS 49 OF Gen hatte eine GroBe von ca. 
73 5 bp. Die variablen Domanen wurden in der Reihenfolge VH-L-VL 
miteinander fusioniert. 

25 Die spezifische Selektivitat wurde in den Extrakten der reifen 
Tabaksamen mit einem direkten ELISA bestimmt. Die dabei 
erhaltenen Werte zeigen deutlich, daB die Proteinextrakte funk- 
tionell aktive Antikorperf ragmente en thai ten. 

30 Beispiel 3 

Samenspezif ische Expression und Anreicherung von Einketten-Anti - 
korperf ragmenten im endoplasmatischen Retikulum von Zellen 
transgener Tabaksamen kontolliert durch den USP- Promoter, 



Ausgangspunkt der Untersuchungen war ein Einzelketten-Antikorper - 
fragment gegen das Fungizid BAS 490F (scFv-anti BAS 490F) . Die 
funktionelle Charakterisierung (Antigenbindungsaktivitat ) dieses 
konstruierten scFv-anti- BAS 490F Genes erfolgte nach Expression 
in einem bakteriellen System und nach Expression in Tabakblat- 
tern. Die Aktivitat und die Spezifitat des konstruierten Antikor- 
perf ragmentes wurde in ELISA-Tests uberpriift. 



5 



35 



45 Um eine samenspezif ische Expression des Antikorperf ragmentes in 
Tabak zu ermoglichen, wurde das scFv-antiBAS 490F Gen stromab- 
warts vom USP-Promotor kloniert. Der aus Vicia faba isolierte 



• % 
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USP-Promotor zeigt eine streng samenspezif ische Expression von 
verschiedenene Fremdgenen in Tabak (Fiedler, H. et al., Plant 
Mol. Biol. 22, 669-679, 1993). Durch Transport des scFv-antiBAS 
49 OF Polypeptides in das endoplasmatische Retikulum wurde eine 
5 stabile Akkumulation hoher Ant ikorper f ragmen tmengen erreicht. Das 
scFv-antiBAS 490F Gen wurden zu diesem Zweck mit einer Signalpep- 
tidseqiienz, die den Eintritt in das endoplasmatische Retikulum 
und dem ER-Retentionssignal SEKDEL, das ein Verbleiben im ER ge- 
wahrleistet (Wandelt et al . , 1992), fusioniert (Abb. 1 ). 

10 

Die konstruierte Expressionskassette wurde in den binaren Vektor 
pGSGLUCl (Saito et al . , 1990) kloniert und durch Elektroporation 
in den Agrobakterium-Stamm EHA 101 transfer iert . Rekombinante 
Agrobaktrienklone wurden fur die nachfolgende Transformation von 
Nicotiana tabacum verwendet. Von den regenerierten transgenen Ta- 
bakpflanzen wurden nach Selbstbef ruchtung Samen verschiedener 
Entwicklungsstadien geerntet. Von diesen Samen wurden die losli- 
chen Proteine nach Extraktion in einem wassrigen Puffersystem er- 
halten. Die Analyse der transgenen Pflanzen zeigt, daB durch die 
20 Fusion des scFv-antiBAS 490F Gens mit der DNA-Secjuenz des ER-Re- 
tentionssignals SEKDEL unter Kontrolle des USP-Promotors bereits 
ab Tag 10 der Samenentwicklung Einketten-Antikorperf ragmente mit 
Bindeaf f initat fiir BAS 490F synthetisier t wurden, 

25 .... 
Beispiel 4 

Urn eine ubiquitare Expression des Antikorperf ragmentes in der 
Pflanze, speziell in Blattern, zu erreichen, wurde das scFv-anti- 

3Q BAS 490F -Gen stromabwarts vom CaMV 35 S-Promotor kloniert. Die- 
ser Starke konstitutive Promoter vermittelt eine Expression von 
Fremdgenen in nahezu alien pflanzlichen Geweben (Benfey und Chua, 
Science 250 (1990), 956 - 966). Durch Transport des scFv-antiBAS 
49 OF Proteins in das endoplasmatische Retikulum wurde eine sta- 

35 bile Akkumulation hoher Antikorperf ragmentmengen im Blattmaterial 
erreicht. Das scFv-antiBAS 490F Gen wurde zunachst mit einer Si- 
gnalpeptidsequenz, die den Eintritt in das endoplasmatische Reti- 
kulum und dem ER-Retentionssignal KDEL, das ein Verbleiben im ER 
gewahrleistet (Wandelt et al.. Plant J. 2(1992), 181 - 192) fu- 

40 sioniert. Die konstruierte Expressionskassette wurde in den bina- 
ren Vektor pGSGLUC 1 (Saito et al . , Plant Cell Rep. 8 (1990), 718 - 
721) kloniert und durch Elektroporation in den Agrobakterium - 
Stamm EHA 101 transfer iert . Rekombinante Agrobakterienklone wur- 
den fur die nachfolgende Transformation von Nicotiana tabacum 

45 verwendet. Es wurden ungefahr 100 Tabakpf lanzen regeneriert. Von 
den regenerierten transgenen Tabakpf lanzen wurde Blattmaterial 
verschiedenener Entwicklungsstuf en entnommen. Von diesem Blattma- 
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terial warden die loslichen Proteine nach Extraktion in einem 
wassrigen Puffersystem erhalten. Nachfolgende Analysen (Western- 
Blot-Analysen und ELISA-Tests) zeigten, daB in den Blattern eine 
maximale Akkumulation von groBer 2 % an biologisch aktivem, anti- 
5 genbindendem scFv-antiBAS 490F Polypeptid erzielt werden konnte. 
Die hohen Expressionswerte wurden in ausgewachsenen grunen Blat- 
tern ermittelt, aber auch in seneszentem Blat tmater ial konnte das 
Antikorperf ragment nachgewiesen werden. 

Beispiel 5 

PCR-Amplif ikation eines Fragmentes der cDNA codierend fiir den 
Ein-Ketten-Antikorper gegen BAS 490F mithilfe synthet ischer 
Oligonukleotide, 

Die PCR-Amplikation der Ein-Ketten-Antikorper cDNA wurde in einem 
DNA-Thermal Cycler der Firma Perkin Elmer durchgef iihrt . 
Die Reaktionsgemische enthielten 8 ng/[il einzelstrangige Matrizen- 
20 CDNA , 0,5 nM der entsprechenden Oligonukleotide, 

200 |XM Nukleotide (Pharmacia), 50 mM KCl, 10 mM Tris-HCl (pH 8,3 
bei 25oC, l,5mM MgC12) und 0.02 U/(xl Taq Polymerase (Perkin El- 
mer) . Die Amplif ikationsbedingungen wurden wie folgt eingestellt: 

25 Anlagerungstemperatur : 4 5°C 

Denaturierungstemperatur : 94°C, 
Elongations temperature 72°C, 
Anzahl der Zyklen: 4 0 

Es resultierte ein Fragment von ca. 735 Basenpaaren, das in den 
Vektor pBluescript ligiert wurde. Mit dem Ligationsansatz wurde 
E- coli XL-I Blue transf ormiert und das Plasmid amplif iziert . Zur 
Anwendung und Optimierung der Polymerase Kettenreakt ion siehe: 
Innis et al., 1990, PGR Protocols, a Guide to Methods and Ap- 
plications. Academic Press. 

Beispiel 6 

40 Herstellung transgener Tabakpf lanzen, die eine cDNA codierend fur 
einen Ein-Ketten-Antikorper mit Fungizid-bindenden Eigenschaf ten 
exprimieren. 

Das Plasmid pGSGLUC 1 wurde in Agrobacterium tumefaciens 
45 C58C1 :pGV2260 transf ormiert . Zur Transformation von Tabakpf lanzen 
(Nicotiana tabacum cv. Samsun NN) wurde eine 1:50 Verdiinnung 
einer Obernachtkul tur einer positiv transf ormier ten Agrobakte- 
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rienkolonie in Murashige-Skoog Medium (Physiol. Plant. 15 (19 62) 
473 ff.) mit 2% Saccharose ( 2MS-Medium) benutzt. Blattscheiben 
steriler Pflanzen (zu je ca. 1 cm^) warden in einer Petrischale 
mit einer 1:50 Agrobakterienverdiinnung fur 5-10 Minuten 
5 inkubiert. Es folgte eine 2-tagige Inkubation in Dunkelheit bei 
25°C auf 2MS-Medium mit 0,8% Bacto-Agar. Die Kultivierung wurde 
nach 2 Tagen mit 16 Stunden Licht/8 Stunden Dunkelheit weiterge- 
fiihrt und in wochentlichem Rhythmus auf MS-Medium mit 500 mg/1 
Claforan (Cef otaxime-Natrium) , 50 mg/1 Kanamycin, 1 mg/1 Benzyla- 
10 minopurin (BAP), 0,2 mg/1 Naphtylessigsaure und 1,6 g/1 Glukose 
wei tergef uhrt . Wachsende Sprosse wurden auf MS-Medium mit 2% Sac- 
charose, 250 mg/1 Claforan und 0,8% Bacto-Agar iiberf iihrt . 

Beispiel 7 



Stabile Akkumulation des Einketten-Antikorperf ragmentes gegen das 
Fungizid BAS 490F im endoplasmatischen Reticulum. 

20 Ausgangspunkt der Untersuchungen war ein in Tabakpf lanzen expri - 
miertes Einketten-Antikorperf ragment gegen das Fungizid BAS 
490F (scFv-anti BAS 490F) . Menge und Aktivitat des synthetisierten 
scFv-antiBAS 490F Polypeptides wurden in Wes tern-Blot-Analysen 
und ELISA-Tests bestimmt. 



Urn eine Expression des scFv-antiBAS 490F-Gens im endoplasmati- 
schen Retikulum zu ermoglichen, wurde das Fremdgen unter der 
Kontrolle des CaMV 53S-Promotors als eine Translationsf usion mit 
dem LeB4-Signalpeptid (N-terminal) und dem ER-Retentionssignal 

30 KDEL (C-terminal) exprimiert. Durch Transport des scFv-antiBAS 
49 OF Polypeptids in das endoplasmatische Retikulum wurde eine 
stabile Akkumulation hoher Mengen anaktivem Antikorperf ragment 
erreicht, Nach Ernte des Blattmaterials wurden Stiicke bei -20°C 
eingefroren (1) , lyophilisiert (2) oder bei Raumtemperatur ge- 

35 trocknet (3) . Die loslichen Proteine wurden aus dem jeweiligen 

Blattmaterial durch Extraktion in einem wassrigen Puffer erhalten 
und das scFv-antiBAS 490F Polpypeptid af f ini tatschromatographisch 
gereinigt. Gleiche Mengen an gereinigtem scFv-antiBAS 49 OF Poly- 
peptids (eingefroren, lyophilisiert und getrocknet) wurden fur 

40 die Bestimmung der Aktivitat des Antikorperf ragmentes eingesetzt 
(Abb. 6). In Abb. 6 A ist die Antigenbindungsaktivitat des aus 
frischen (1) , lyophilisierten (2) und getrockneten Blattern (3) 
gereinigten scFv-antiBAS 490F Polypeptides dargestellt. In 
Abb. 6 B sind die jeweiligen Mengen an scFv-antiBAS 490F. Protein 

45 (etwa 100 ng) , die fur die ELISA- Analysen eingesetzt wurden, 

mittels Western-Blot-Analysen bestimmt. Die GroBen der Protein- 
molekulargewichtsstandards sind links dargestellt. Dabei wurden 
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etwa gleiche Antigenbindungsaktivitaten f estgestellt . 



Beispiel 8 

Zum Nachweis der Fungizid-Toleranz der ein Polypeptid mit Fungi - 
zid-bindenden Eigenschaf ten produzierenden transgenen Tabakpflan- 
zen warden diese mit unterschiedlichen Mengen BAS 490F behandelt. 
In alien Fallen konnte im Gewachshaus gezeigt werden, daB die ein 
scFv-antiBAS 490F Gen exprimierenden Pflanzen im Vergleich zur 
Kontrolle eine hohere Toleranz gegenuber dem Fungizid BAS 490F 
und geringere phytotoxische Wirkungen zeigen. 
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Patentanspruche 

1. Verfahren zur Herstellung von Fungizid- toleranten Pflanzen 
^ durch Expression eines exogenen Fungizid-bindenden Poly- 

peptids in den Pflanzen, 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , daB es 
sich bei dem exogenen Fungizid-bindenden Polypeptid um ein 
Einketten-Antikorperf ragment handelt. 

3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , daB es 
sich bei dem exogenen Fungizid-bindenden Polypeptid um einen 
kompletten Antikorper oder um ein davon abgeleitetes Fragment 
handelt . 



15 



4. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , daB es 
sich bei dem Fungizid um methyl methoxyimino-a- (o- toly- 
loxy) -o-tolylacetate ( BAS 490F ) handelt. 

20 

5. Verfahren nach einem der Anspriiche 1-3, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB es sich um mono- Oder dikotyle Pflanzen han- 
delt. 

2^ 6. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet , daB es 
sich bei der Pflanze um Tabak handelt. 

7. Verfahren nach einem der Anspriiche 1-6, dadurch gekenn- 

zeichnet, daB die Expression des exogenen Polypeptids konsti- 
tutiv in der Pflanze erfolgt. 



30 



8. Verfahren nach einem der Anspriiche 1-6, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Expression des exogenen Polypeptids in der 
Pflanze induziert wird, 

35 

9. Verfahren nach einem der Anspriiche 1-6, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Expression des exogenen Polypeptids in den 
Blattern der Pflanze erfolgt. 

10. Verfahren nach einem der Anspruche 1-6, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Expression des exogenen Polypeptids in den 
Samen der Pflanze erfolgt. 
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11. Expressionskassette fiir Pflanzen bestehend aus einem 
Promotor, einem Signalpeptid, einem Gen codierend fiir die Ex- 
pression eines exogenen Fungizid-bindenden Polypeptids, einem 
ER-Retentionssignal und einem Terminator. 

5 

12. Expressionskassette nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet , 
daB als konsti tutiver Promotor der CaMV 35S-Promotor 
verwendet wird. 

10 13. Expressionskassette nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, 
daS als zu exprimierendes Gen das Gen eines Einketten-Anti - 
korperf ragmentes eingesetzt wird. 

14. Expressionskassette nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, 
15 daB als zu exprimierendes Gen das Gen oder Genfragment eines 

Fungizid-bindenden Polypeptides als Translationsf usion mit 
anderen f unktionellen Proteinen wie zum Beispiel Enzymen, To- 
xinen, Chromophoren und Bindeproteinen eingesetzt wird. 

20 15. Expressionskassette nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, 
daB das zu exprimierende Polypeptidgen aus einer Hybridoma- 
zelle Oder mit Hilfe anderer rekombinanter Methoden - wie 
z.B. der Antikorper-Phage-Display Methode - gewonnen wird. 

25 16. Verwendung der Expressionskassette nach Anspruch 11 zur 

Transformation von dicotylen Oder monokotylen Pflanzen, die 
konstitutiv samen- oder blatt-spezif isch ein exogenes Fungi - 
zid-bindendes Polypeptid exprimieren. 

30 17, Verwendung nach Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, daB man 
die Expressionskassette in einen Bakterienstamm transferiert 
und die entstandenen rekombinanten Klone zur Transformation 
von dicotylen oder monokotylen Pflanzen, die konstitutiv sa- 
men- Oder blattspezif isch ein exogenes Fungizid-bindendes 

35 Polypeptid exprimieren, verwendet. 

18. Verwendung der Expressionskassette nach Anspruch 11 als Se- 
lektionsmarker . 

40 19, Verwendung einer transf ormierten Pflanze wie nach Anspruch 17 
Oder 18 erhalten zur Herstellung eines Fungizid-bindenden 
Polypeptids . 
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20. Verfahren zur Transformation einer Pflanze durch Einbringen 
einer Gensequenz, die fiir ein Fungizid-bindendes Polypeptid 
codiert, in eine Pf lanzenzelle, in Kallusgewebe, eine ganze 
Pflanze und Protoplasten von Pf lanzenzellen. 

5 

21. Verfahren nach Anspruch 20, dadurch gekennzeichnet , da6 die 
Transformation mit Hilfe eines Agrobacteriums insbesondere 
der Art Agrobacterium tumefaciens erfolgt. 

10 22. Verfahren nach Anspruch 20, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Transformation mit Hilfe der Elektroporation erfolgt. 

23. Verfahren nach Anspruch 20, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Transformation mit Hilfe der particle bombardment Methode er- 

15 folgt. 

24. Herstellung eines Fungi zid-bindenden Polypeptides durch Ex- 
pression eines Gens codierend fiir ein derartiges Polypeptid 
in einer Pflanze bzw. Zellen einer Pflanze und anschlieBende 

20 Isolierung des Polypeptides, 

25. Pflanze enthaltend eine Expressionskassette gemaB Anspruch 
11, dadurch gekennzeichnet, daB die Expressionskassette Tole- 
ranz gegenuber einem Fungizid vermittelt. 

25 

26. Pflanze nach Anspruch 25, dadurch gekennzeichnet, daB sie to- 
lerant gegenuber methyl methoxyimino-a- (o- tolyloxy) -o- tolyla- 
cetate ( BAS 490F ) ist. 

30 27. Verfahren zur Bekampfung von phytopathogenen Pilzen in trans- 
genen Fungizid- toleranten Kulturpf lanzen dadurch gekennzeich- 
net, daB Fungizide eingesetzt werden, gegen die die Kultur- 
pflanze Fungizid-bindende Polypeptide Oder Antikorper 
bildet . 



35 



28. Fungizid-bindende Polypeptide bzw. Antikorper mit hoher 

Bindeaf f initat zu methyl methoxyimino-a- (o-tolyloxy) -o-toly- 
lacetate ( BAS 490F ) , dadurch gekennzeichnet, daB sie gemaB 
Anspruch 2 4 hergestellt werden. 
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Expression von Fungi zid-bindenden Polypeptiden in Pflanzen zur 
Erzeugung von Fungizidtoleranz 

Zusatnmenf assung 

Verfahren zur Herstellung von Fungizid-toleranten Pflanzen durch 
Expression eines Fungizid-bindenden Antikorpers in den Pflanzen. 
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